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Transgene Pflanzen und Pf lanzenzellen roit vermin- 
der ter Expression von Invertaselnhibitoren 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft transgene Pflan- 
zenzellen und Pflanzen, Verfahren fiir deren Bereit- 
stellung sowie die Verwendung von Invertaseinhibi- 
tor-cDNA-Sequenzen in antisense- oder sense- 
Orient ierung zur Herstellung solcher Pflanzen. 

Die Verbesserung von Qualitat und/oder Quantitat 
pflanzlicher Reservestof f e in Samen dicotyler und 
monocotyler landwirtschaf tlicher Nutzpflanzen 
stent ein wichtiges Ziel biotechnologischer For- 
schung dar. In der Kegel wurden bisher Strategien 
entwickelt, die auf der Einfuhrung bestimmter Gene 
basieren, deren Genprodukte Enzyme darstellen, die 
an der Synthese des Reservestof fes selbst (z.B, 
ADP-Glucosepyrophosphorylase) beteiligt sind. Des- 
weiteren wurden aber auch Verfahren beschreiben, in 
denen durch veranderte Expression von heterologen 
und damit deregulierten Invertasen bzw. Glucokina- 
sen im Cytosol eine erhohte Glycolyserate erreicht 
wird (DE-Al-195 29 696) . In letzterer Variants 
fuhrt die erhohte Spaltung von Saccharose durch ei- 
ne deregulierte pilzliche Invert ase in Kombination 
mit einer deregulierten bakteriellen Glucokinase zu 
einer verstarkten Glycolyserate. Dieser Ansatz be- 
ruht auf der Annahme, daS auf Grund der erhohten 
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Konzentrationen an Intermediaten der Glycolyse die 
Synthese von Speicherolen in Samen stimuliert wird, 
da die Metabolisierung des primaren Photoassimilats 
Saccharose zu phosphoirylierten Hexosen bzw. den 
Fettsaurevorstufen Pyruvat und Acetyl-CoA gefordert 
wird. 

Die DE-Al-195 29 696 beschreibt demgemafi die Ein- 
fuhrung eines artfremden, z.B. pilzlichen Gens zur 
Expression der Invertase. Dieses pilzliche Inverta- 
se-Enzym, das artfremd ist und deshalb keiner Regu- 
lation unterliegt, wird aufgrund der Zufuhrung des 
fremden Gens unter der Regulation eines geeigneten 
Promotors verstarkt gebildet, wodurch der von der 
Invertase katalysierte Abbau der Saccharose in 
Glucose und Fructose beschleunigt erfolgt. Die mit 
hoherer Geschwindigkeit erfolgende Bildung der 
Glucose soil letztendlich eine beschleunigte Pro- 
duktion von pflanzlichen Speicherstof f en bewirken. 
Dieses Verfahren beruht auf einem Eingriff in den 
Metabolismus in der Zelle des Samenspeichergewebes , 
wobei der Assimilattransf er zwischen maternalen und 
Samenparenchym nur indirekt beeinflufit wird. 

Die Bedeutung von Zellwand-Invertasen fur die Ent- 
wicklung starke- und proteinreicher Samen ist be- 
kannt. So wird z.B. die Starkeakkumulation in Mais- 
samen bei verminderter Expression einer Zellwand- 
Invertase durch Storung des Assimilattransf ers zwi- 
schen Pedicel und Endosperm gestort. Fur verschie- 
dene Pf lanzenspezies sind blutenspezif ische Zell- 
wand-Invertase-Isoformen bekannt. Fur Nicotiana ta- 
bacum konnte gezeigt werden, daS ein apoplastischer 
Invertaseinhibitor besonders im Ovar und den Staub- 



BNSOOaO: <WO_0009719A1 J_> 



,^ PCT/EP99/05890 
WO 00/09719 



blattern stark exprimiert wird. Greiner et al. 
(Plant Physiol. (1998) , 733-742) offenbart die Ami- 
nosaure- und cDNA-Sequenz des genannten Inverta- 
seinhibitors sowie dessen in vitro- 

Funktionsnachweis mittels heterolog exprimiertem 
Inhibitorprotein. Hingegen wurde eine in vivo- 
Hemraung noch nicht gezeigt. Bekannt ist es iiber- 
dies, daS in verschiedenen Geweben und zu verschie- 
denen Zeitpunkten der pflanzlichen Entwicklung un- 
terschiedliche Isoformen von Zellwandinvertasen und 
Invertaseinhibitoren vorliegen. 

Eine gezielte Zuordnung der Aktivitaten und deren 
moglichen Zusammenwirken dieser zeit- und gewebe- 
spezifisch auftretenden beiden Proteine ist bisher 
nicht moglich. Untersuchungen zur in-vivo-Situation 
hinsichtlich der Regulation von Zellwand-Invertasen 
durch Invertaseinhibitoren sind nicht bekannt. 
Ebensowenig war bekannt, ob und wenn ja welche Iso- 
formen der Zellwandinvertasen wahrend der Samenent- 
wicklung einer endogenen Regulation durch Inverta- 
seinhibitoren unterliegen und wenn ja, welche Iso- 
formen der Invertaseinhibitoren. Die gezielte Nut- 
zung dieser Proteine fvir die Herstellung vorteil- 
hafter Pflanzen ist daher bisher nicht moglich. 

Der Erfindung liegt daher das technische Problem 
zugrunde, transgene Pf lanzenzellen, Pflanzen und 
diese herstellende Verfahren bereitzustellen, wobei 
die Pflanzen sich durch die Bildung von Samen aus- 
zeichnen, die gegenuber Samen von nicht transfor- 
mierten Pflanzen eine groiSere Menge pflanzlicher 
Speicherstoffe wie Kohlenhydrate , Fette oder Pro- 
teine aufweisen, ohne dafi dabei endogene oder exo- 
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gene Proteine uberexprimiert werden und der Phano- 
typ der Pflanze sowie deren Entwicklung beeintrach- 
tigt werden. 

Das der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende 
technische Problem wird durch ein Verfahren zur 
Herstellung einer transgenen Pflanze mit einer de- 
regulierten und die Samenentwicklung fordernden In- 
vertaseaktivitat bereitgestellt , wobei das Verfah- 
ren vorsieht, aus einer cDNA-Bank einer Zellsuspen- 
sionskultur oder von Bluten mit jungen Samenanlagen 
aus einer Pflanze eine Nukleotidsequenz eines In- 
vertaseinhibitors zu gewinnen oder davon abzulei- 
ten, eine Pf lanzenzelle einer Pflanze derselben Art 
Oder Sorte mit einem DNA-Konstrukt , enthaltend die 
funktionell mit mindestens einer regulatorischen 
Einheit verbundene Nucleotidsequenz eines Inverta- 
seinhibitors zu transf ormieren, zu kultivieren und 
zu einer Pflanze zu regenerieren, deren Samen im 
Vergleich zu nicht mit einem solchen DNA-Konstrukt 
transformierten Pflanzen eine groSere Menge an 
Speicherstof fen wie Kohlenhydrat , Fett oder Protein 
bildet , 

Die Erfindung sieht insbesondere vor, transgene 
Pflanzen mit einer veranderten Expression eines , 
vorzugsweise apoplastischen, Invertaseinhibitors 
herzustellen, wobei sich die Pflanzen dadurch aus- 
zeichnen, das die Expression von Invertaseinhibi- 
torproteinen wahrend der Samenentwicklung reduziert 
Oder ganz eliminiert ist. Das Verfahren laSt sich 
vorteilhafter Weise auf die unterschiedlichsten di- 
cotylen oder monocotylen Nutzpflanzen anwenden z.B. 
Raps , Sonnenblumen , Erdnufi, Olpalme , Soj abohne , Ca- 
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lendula officinalis, Coriandrum sativum, Crambe 
abyssinica, Cuphea ssp., Dimorphotheca pluvialis. 
Euphorbia lagascae, Euphorbia lathyris, Lesquerella 
grandi flora, Limnanthes alba, Linum usitatissimum, 
Lunaria annua, Lunaria biennis, Oenothera ssp., Ri- 
cinus communis, Simmondsia chinensis als Pflanzen 
mit Fett speichernden Samen; Mais, Reis, Weizen, 
Gerste, Hafer, Roggen als Pflanzen mit Starke spei- 
chernden Samen; und beispielsweise Sojabohne oder 
Erbse als Pflanzen mit Protein speichernden Samen. 

Die Erfindung sieht also vor, eine Pf lanzenzelle 
mit einer unter Kontrolle mindestens einer regula- 
torischen Einheit stehenden Nucleotidsequenz eines 
Invertaseinhibitorgens zu transf ormieren, wobei die 
Nucleotidsequenz des Invertaseinhibitorgens zur 
Elimination oder Reduzierung der Aktivitat eines 
zelleigenen, endogenen Invertaseinhibitors befahigt 
ist. In bevorzugter Ausf uhrungsf orm kann die Elimi- 
nation der Aktivitat eines endogenen Invertaseinhi- 
bitors in der Zelle dadurch erreicht werden, daS 
die Nucleotidsequenz eines Invertaseinhibitors in 
einem antisense-DNA-Konstrukt eingesetzt wird, d.h. 
ein Konstrukt, in dem eine Nucleotidsequenz des In- 
vertaseinhibitorgens in antisense-Orientierung zu 
einem Promotor vorhanden ist. Durch die Expression, 
d.h. im vorliegenden Kontext die Transcription des 
antisense-Konstrukts wird die Aktivitat des zellei- 
genen Invertaseinhibitorgens gehemmt oder redu- 
ziert, so dafi die so deregulierte Invertase zu ei- 
ner erhohten Speicherstof f akkumulation im Samen 
f iihrt . 
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-Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird 
unter einem antisense-Konstrukt ein DNA-Konstrukt 
verstanden, welches eine in antisense-Orientierung 
zu einem Promotor funktionell verbundene Nucleo- 
tidsequenz eines Invertaseinhibitors aufweist, wo- 
bei diese Nucleotidseguenz entweder die full- 
length-cDNA des Invertaseinhibitors, eine davon ab- 
geleitete Sequenz oder ein Fragment, allelische Va- 
riante oder Derivat davon ist . 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird 
unter einer von einer cDNA abgeleiteten Sequenz ei- 
ne mit dieser cDNA-Sequenz hybridisierende kunstli- 
che Oder naturliche Nucleotidseguenz verstanden, 
also eine Nucleotidsequenz , die unter den in Sam- 
brook et al, (Molecular Cloning, a laboratory ma- 
nual, 2"^ edition (1989), Cold Spring Harbor Labora- 
tory Press) beschriebenen Bedingungen mit der cDNA- 
Sequenz des Invertaseinhibitors hybridisiert , vor- 
zugsweise unter stringenten Bedingungen. Erfin- 
dungsgemalS weisen hybridisiernde Sequenzen eine Se- 
quenzidentitat von 60, 70, 80, 90, 95 oder 97% be- 
sonders bevorzugt 99%, zu der cDNA- Sequenz eines 
Invertaseinhibitorgens auf. Sofem erf indungsgemaS 
Fragmente einer cDNA-Sequenz eines Invertaseinhibi- 
tors verwendet werden, weisen die Fragmente zumin- 
dest eine Lange und Sequenzahnlichkeit auf, die 
ausreicht, durch Hybridisierung zu Wildtyp- 
Transcript die Translation einer endogen gebildeten 
Invertaseinhibitor mRNA zu inhibieren, beispiels- 
weise eine Lange von wenigen hundert Basenpaaren. 
Selbstverstandlich kann auch vorgesehen sein, daS 
die antisense-Konstrukte Nucleotidsequenzen eines 
Invertaseinhibitorgens aufweisen oder aus diesen 
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bestehen, die" transcribiert , aber nicht transla- 
tiert sind, d.h. nicht translatierte Regionen, so- 
genannte UTR's. 

im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung sind 
unter DNA-Konstrukten, die die Elimination Oder Re- 
duktion der AktivitSt eines endogenen Invertasein- 
hibitorgens bewirken konnen, auch DNA-Konstrukte zu 
verstehen, die eine wie vorstehend definierte 
Nucleotidsequenz eines Invertaseinhibitors oder ei- 
ne davon abgeleitete Sequenz aufweisen, die funk- 
tionell in sense-Orientierung mit mindestens einer 
regulatorischen Einheit, z.B. einem Promoter, ver- 
bunden sind. Mit derartigen Konstrukten kann durch 
Cosupression die Bildung endogener Invertaseinhibi- 
toren verhindert werden, z.B. dadurch. daS eine 
Vielzahl von sense-Kopien der Nucleotidsequenz ei- 
nes Invertaseinhibitors in dem Genom der transfor- 
tnierten Zelle vorhanden sind und die Expression en- 
dogener invertaseinhibitoren eliminieren. 

Die erfindungsgemaSen Konstrukte sind vorzugsweise 
in einem Vektor angeordnet, z.B. einem Plasmid. Vi- 
rus, Cosraid, Bakteriophagen oder einem sonstigen in 
der Gentechnik ublichen Vektor. 

ErfindungsgemaS kann vorgesehen sein, die einzuset- 
zende Nucleotidsequenz eines Invertaseinhibitors 
nicht nur funktionell mit einem 5 '-warts gelegenen 
Promoter zu verbinden, sondern vorteilhaf ter auch 
3 '-warts der Nucleotidsequenz ein Transcription- 
sterminationssignal, z.B. aus dem NOS-Gen von Agro- 
bakteriura tumefaciens, einzusetzten. Selbstver- 
standlich ist es auch moglich, in dem Vektor weite- 
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re funktionelle Einheiten vorzusehen, wie T-DNA 
border-Sequenzen oder die Vektoren stabilisierende 
Elements . 

Die Erfindung stellt in bevorzugterweise also 
Pflanzen bereit, die in ihren Samen eine im Ver- 
gleich zu nicht trans formierten Pflanzen erhohte 
Speicherstoffmenge aufweisen, wobei eine im Ver- 
gleich erhohte Speicherstoffmenge bedeutet, daS die 
durchschnittliche Menge des untersuchten Speicher- 
stoffs in Samen einer Gesamtheit von transformier- 
ten Pflanzen um vorzugsweise 5, bevorzugt 10, 20, 
30 40, 50 besonders bevorzugt 90, 100, 200 oder 
3 00% hoher ist als die durchschnittliche Menge des 
in Frage stehenden Speicherstof f es im Samen von ei- 
ner Gesamtheit nicht transf ormierter Pflanzen. 

Die Erfindung betrifft daher die uberraschende Leh- 
re, daS mittels einer Nucleotidsequenz eines Inver- 
taseinhibitorgens, insbesondere einer cDNA eines 
Invertaseinhibitorgens, Pflanzen hergestellt werden 
konnen, die in-vivo eine erhohte Speicherstof fakku- 
mulation im Samen aufweisen, ohne daS die Entwick- 
lung der Pflanze in anderer Hinsicht verandert oder 
beeintrachtigt wird. Die Erfindung beruht dabei un- 
ter anderem auf der uberraschenden Tatsache, daS 
die endogenen Invertasen bei der Samenentwicklung 
einer endogenen Regulation durch Invertaseinhibito- 
ren unterliegen. 

Die Erfindung betrifft daher auch die Verwendung 
einer funktionell mit mindestens einer regulatori- 
schen Einheit verbundenen Nucleotidsequenz eines 
Invertaseinhibitorgens zur Transformation und Her- 
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stellung von Pflanzen, die eine modif izierte Sa- 
raenentwicklung aufweisen, insbesondere Satnen bil- 
den, die eine erhohte Speicherstof fmenge gegenuber 
Samen nicht transf ormierter Pflanzen aufweisen. 

Die Erfindung betrifft insbesondere die vorgenannte 
Verwendung einer Nucleotidsequenz eines Inverta- 
seinhibitorgens, wobei diese aus einer cDNA-Bank 
einer Zellsuspensionskultur oder aus Bluten mit 
jungen Samenanlagen der Pflanzenart oder gegeben- 
falls -sorte gewonnen oder davon abgeleitet wurde, 
die erfindungsgemafi mit dem mittels dieser Nucleo- 
tidsequenz hergestellten DNA-Konstrukt der vorlie- 
genden Erfindung zu transf ormieren ist. Die fur die 
Transformation eingesetzte Nucleotidsequenz ist al- 
so die Nucleotidsequenz oder ist davon abgeleitet, 
die die in der Zellsuspensionskultur oder in den 
Bluten mit jungen Samenanlagen vorherrschende Iso- 
form des Invertaseinhibitors codiert . 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung sind 
Bluten mit jungen Samenanlagen Bluten mit unreifen 
Samenanlagen, das heiSt nach Bestaubung aber vor 
Beginn der Dormanz . 

Die Losung des technischen Problems ist erfindungs- 
gemaS auch eine transgene Pf lanzenzelle, bei der im 
Vergleich zu nicht transf ormierten Pf lanzenzellen 
aufgrund verminderter Expression von Invertaseinhi- 
bitoren eine erhohte Aktivitat der Zellwand- 
Invertase vorliegt, wobei diese verminderte Expres- 
sion durch Einfuhrung einer der gleichen Pflanzen- 
arten entsprechenden (homologen) und unter Regula- 
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tion eines Promoters stehenden Invertaseinhibitor- 
cDNA in antisense-Orientierung ausgelost wird. 
ErfindungsgemaS wird auch ein Verfahren zur Gewin- 
nung von Invertaseinhibitor-cDNA-Seguenzen in sen- 
se- Oder antisense-Orientierung bereitgestellt , wo- 
bei dieses - unabhangig von der jeweiligen Spezies 
- folgende Schritte enthalt: 

a) Gewinnung einer Inhibitorproteinf raktion 
aus der Zellwandprotein-Fraktion einer 
entsprechenden Zellsuspensionskultur 

b) Gewinnung von entsprechenden Peptidsequen- 
zen nach Spaltung und Reinigung der ent- 
standenen Peptide 

c) Clonierung von zunachst partieller und in 
der Folge Vollangen-cDNA fur das Inverta- 
seinhibitorprotein aus einer cDNA-Bank 

d) Clonierung der Invertaseinhibitor-cDNA in 
sense oder antisense-Orientierung in einen 
Vektor, z.B. einen binaren Vektor 

e) Transformation der Pf lanzenspezies mit dem 
sense- oder antisense-Genkonstrukt . 

Der Assimilattransfer zwischen matemalem Gewebe 
und Samengewebe ist der geschwindigkeitsbestimmende 
Schritt bei der Bildung der pflanzlichen Speicher- 
stoffe im Samen. Wird dieser Schritt durch die Er- 
hohung der Aktivitat der in der Ubergangszone ex- 
primierten Zellwand-Invertase beschleunigt, so 
kommt es in Folge des verstarkten Assimilattrans- 
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fers (die erhohte Aktivitat der Zellwand-Invertase 
bewirkt eine Steigerung des Assimilattransf ers zwi- 
schen maternalem und Samengewebe) zu einer erhohten 
Akkumulation des hauptspeicherstof f s der jeweiligen 
Pf lanzenspezies (Starke, Fett , Protein) . 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Her- 
stellung der vorgenannten Pflanzen, wobei in einem 
ersten Schritt aus einer Zellsuspensionskultur oder 
aus Bluten mit jungen Samenanlagen eine Inhibitor- 
proteinfraktion, insbesondere die vorherrschende 
Inhibitorproteinf raktion, aus einer Zellwandpro- 
teinfraktion gewonnen wird, anschliefiend in einem 
zweiten Schritt die Inhibitorproteinf raktion gerei- 
nigt ggf. gespalten und zumindest N-terminal se- 
quenziert wird, so daS aus der so gewonnenen Ami- 
nosauresequenz eine Nucleotidsequenz abgeleitet 
werden kann, im Rahmen eines dritten Schritts mit- 
tels beispielsweise Primern, partielle oder full- 
length cDNA fur das Invertaseinhibitorprotein aus 
einer cDNA-Bank einer Zellsuspensionskultur oder 
von Bluten mit jungen Samenanlagen der gleichen, 
vorgenannten Pflanze bzw. Sorte cloniert wird, an- 
schlieSend in einem vierten Schritt die gewonnene 
cDNA in sense- oder antisense-Orientierung in einen 
Vektor cloniert wird, um anschlieSend in einem 
funften Schritt eine Pf lanzenzelle gleicher Art 
Oder Sorte mit dem so gewonnenen DNA-Konstrukt zu 
transformieren, wobei dies die Art oder Sorte ist, 
aus der die cDNA, und die Aminosauresequenz fiir die 
cDNA-Isolierung gewonnen wurde. 

Die Erfindung betrifft daher auch gemaS des vorlie- 
genden Verfahrens hergestellte Pflanzen, Pflanzen- 
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teile wie Wurzel, Stengel, Blatter, Ernte- und Ver- 
mehrungsmaterial wie Fruchte, Pollen, Samen, Samen- 
schale , Embryo, Samlinge , Zellkulturen, Kalli etc . 
Die Erfindung betrifft dabei jegliche Pf lanzensorte 
Oder Pflanzenart und weist demgemafi keinerlei Sor- 
ten- Oder Artspezif itat auf. Das erf indungsgemafie 
Verf ahren stellt ein im wesent lichen technisches 
Verfahren dar, wobei in dessen Rahmen eine gezielte 
Zuordnung vom Ausgangsmaterial fur die zu verwen- 
denden Mittel, wie cDNA-Sequenzen, zu zu transfor- 
mierender, Pflanze d.h Zielobjekt, gegeben wird, 

Im Gegensatz zu alien bisherigen Verfahren beruht 
daher die hier beschriebene Erfindung auf der Regu- 
lation spezif ischer, wahrend der Samenentwicklung 
exprimierter Zellwand-Invertase-Isof ormen. Die In- 
vert aseinhibitor-cDNA codiert in bevorzugter Aus- 
fuhrungsform eine apoplastische Variante des Inver- 
taseinhibitors . Durch Einfuhrung einer einzigen au- 
tologen, d.h. aus dem zu transf ormierenden Organis- 
mus stammenden bzw, davon abgeleiteten cDNA-Sequenz 
pflanzlichen Ursprungs wird der fiir den Assimi- 
lattransfer entscheidende Schritt der Saccharose- 
spaltung am naturlichen Wirkungsort beeinf luSt . Die 
Beobachtung, daS die Einfuhrung mindestens einer 
Sequenz, das heifit einer Invertaseinhibitor-cDNA, 
in sense- oder antisense-Orientierung unter der 
Steuerung z.B. des konstitutiven CaMV35S- Promoters, 
des Ubiquit in- Promoters oder Zein- Promoters aus 
Mais Oder eines Promoters ahnlich hoher oder groSe- 
rer Aktivitat , z . auch eines gewebespezif ischen 
Promoters, die gesamte vegetative Pf lanzenentwick- 
lung nicht beeinf luSt, sondern nur wahrend der Sa- 
menentwicklung zu einer spezif ischen Deregulierung 



BNSDOCID: <WO 000971 9A1 I > 



wo 00/09719 PCT/EP99/05890 

-13- 



fuhrt, zeigt die extrem hohe Spezifitat des trans- 
genen Eingriffs. Die Vorteile dieser direkten Dere- 
gulierung sind of f ensichtlich: 1) es genugt ein 
einziges Genkonstrukt , urn eine signifikante Veran- 
derung der Reservestof f akkumulation zu erreichen, 

2) es werden keine artfremden Genprodukte gebildet, 

3) der Eingriff im Metabolismus ist hochgradig spe- 
zifisch, 4) fiir Tabak wird exemplarisch gezeigt, 
daS die veranderte Expression eines apoplastischen 
Invertaseinhibitors zu drastischen Anderungen der 
Speicherolbildung fuhrt. 

Die Beeinflussung, insbesondere Erhohung der Akku- 
mulation der Samenspeicherstof fe durch eine geziel- 
te Veranderung der Expression des Invertaseinhibi- 
tors, insbesondere Verminderung, beruht unter ande- 
rem auf folgenden Mechanismen: 

a) Durch die Veranderung der Aktivitatsphase 
der Zellwand-Invertase im maternalen Gewe- 
be wird die Effizienz der Nahrstof f entla- 
dung beeinflufit, das heiSt z.B. in Inhibi- 
tor-antisense-Transf ormanten, erhoht - 

b) Fur die Synthese von Reserveolen des Sa- 
mens ist der oxidative Pentosephosphatzy- 
klus von entscheidender Bedeutung. Die an- 
haltend erhohte Bereitstellung von Glucose 
in z.B, inhibitor-antisense-Transf ormanten 
fordert daher die Speicherolsynthese . 

c) Durch die Veranderung des Verhaltnisses 
von Hexosen zu Saccharose wird die Zell- 
teilungsphase der Samenentwicklung beein- 



BNSDOCID: <rWQ 000971 9A1 I > 



wo 00/09719 



PCT/EP99/05890 



-14- 



fluSt, Durch eine Verlangerung der Aktivi- 
tatsphase der Zellwand-Invertase in z.B. 
Inhibitor- ant isense-Transformanten wird 
z.B. die Zellzahl pro Samen erhoht , 

Im Vergleich zur ebenso moglichen Uberexpression 
der am Assimilattransf er beteiligten Zellwand- 
Invertase (n) hat der hier beschriebene indirekte 
Ansatz einer Ausschaltung der Invertaseinhibitoren 
noch weitere Vorteile. Die im Verlauf der Samenbil- 
dung exprimierten Zellwand- Invertasen werden be- 
reits naturlicherweise stark exprimiert, das AusmaS 
einer zusatzlichen Induktion durch Einsatz starker 
Promotoren ist daher begrenzt, wohingegen durch die 
erf indungsgemafie antisense-Ausschaltung des Inhibi- 
tors eine starke Erhohung der Zellwand- 
Invertase (n) -Aktivitat erreicht werden kann* Zwar 
konnte durch Expression einer heterologen, deregu- 
lierten, inhibitorinsensitiven Invertase mit Si- 
gnalpeptid fur die Zielsteuerung in den Zell- 
wandraum ein ahnlicher Effekt erreicht werden, doch 
miissen in diesem Fall artfremde Proteine eingesetzt 
werden. AuEerdem besteht bei einer Kombination der 
fur diesen Ansatz notwendigen samenspezif ischen 
Promotoren mit einer deregulierten Invertase die 
groISe Gefahr, daS eine zu hohe Expression zu uner- 
wunschten Nebenwirkungen fuhrt. Im Gegensatz hierzu 
wird beim hier beschriebenen Verfahren die maximale 
Aktivitat der naturlicherweise vorkommenden Zell- 
wand- Invertasen nie uberschritten, es wird ledig- 
lich die Zeitspanne ihrer Aktivitat wahrend der Re- 
servestof f akkumulation ausgedehnt , Aus diesen Grun- 
den ist die indirekte Regulation der Zellwand- 
Invertasen uber ant isense -Expression von Inverta- 
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seinhibitoren oder im Rahmen der" Cosuppressiontech- 
nologie uber sense -DNA-Konstrukte in jedem Falle 
der Einfuhrung einer heterologen Invertase vorzu- 
ziehen und stellt eine bedeutsame technische Ver- 
besserung dar. 

Methoden zur Gewinnung einer homogenen Inhibitor- 
proteinf raktion aus der apoplastischen Zellwandpro- 
teinfraktion einer Zellsuspensionskultur 

Von der jeweiligen Pf lanzenspezies wird eine Zell- 
suspensionskultur angelegt. Die Verfahren zur Ge- 
winnung einer Zellkultur folgen Standardprotokollen 
der pflanzlichen Gewebekultur . In der Kegel werden 
die Zellen unter sterilen Bedingungen in einem kotn- 
plexen Nahrmedium unter Zusatz von Saccharose 
(Kohlenstoff quelle) als Schuttelkultur angezogen. 
Unter diesen Anzuchtbedingungen exprimieren pflanz- 
liche Zellen eine Zellwand- Invertase, die durch ei- 
nen ebenfalls exprimierten Invertaseinhibitor regu- 
liert wird. 

Die Anreicherung und Reinigung des Invertaseinhibi- 
tors basiert auf dessen Bindung an die Zellwandin- 
vertase. Zunachst wird eine Zellwandproteinf raktion 
durch Inkubation in 1 M NaCl, 1 mM PMSF bei 4<>C un- 
ter Schutteln extrahiert . Hierbei werden in der Re- 
gel keine cytosolischen Proteine extrahiert. Die so 
gewonnene Zellwandproteinf raktion wird uber Ammoni- 
umsulf atf allung (80%) bzw. uber Membranf iltration 
konzentriert . Durch anschliefiende Chromatographie 
an einer Concanavalin A-Saule wird eine Glycopro- 
teinf raktion gewonnen, die die glycosylierte Zell- 
wand- Invertase und den an diese gebundenen Inverta- 
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seinhibitor enthalt. SDS-PAGE/Western blot-Analysen 
der so gewonnenen Zellwand-Invertase- und damit In- 
vertaseinhibitor-angereicherten Fraktionen mit ei- 
nem polyclonalen Antiserum gegen den Invertaseinhi- 
bitor aus Tabakzellen zeigen die Prasenz von Inver- 
taseinhibitoren, in der Regel Protein von 15-25 
kDa , an . 

Die Figur 1 zeigt dazu den Nachweis von zum Tabak- 
Invertaseinhibitor homplogen Invertaseinhibitoren 
anderer Pf lanzenarten - eine Western Blot Analyse 
von aus Suspensionskulturen von Chenopodium rub rum 
(1) und Daucus carota (2) gewonnenen Zellwandpro- 
tein-Proben. Die Entwicklung wurde mit einem gegen 
den rekombinanten Tabak-Invertaseinhibitor gewonne- 
nen Antiserum vorgenommen. Fur beide Spezies wurden 
Invertaseinhibitor-Polypeptide von ca. 17 kDa de- 
tektiert . 

Die weitere Reinigung der Komplexe aus Zellwand- 
Invertase und Invertaseinhibitor erfolgt liber lo- 
nenaustauscherchromatographie an einem Kationenaus- 
tauscher, z,B. Sulf opropylsephadex. Nach sequenti- 
eller Chromatographies zunachst uber einen pH- 
Gradienten (pH 8-12) , danach uber einen NaCl- 
Gradienten, wird eine stark angereicherte Prapara- 
tion der Zellwand-lnvertase gewonnen, wobei der In- 
vertaseinhibitor im stabilen Komplex mit letzterer 
vorliegt. Die Peak-Fraktionen der letzten lonenaus- 
tauscherreinigung werden uber SDS-PAGE/Western 
blot -Analyse auf Zellwand-lnvertase hin detektiert, 
z.B. mit einem Antiserum gegen die Karotten- 
Zellwand-Invertasen, AuEerdem werden die Invertase- 
Aktivitaten aller Fraktionen im gekoppelten enzyma- 
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tischen "Test "niitT Hexokinase/Glucose-6-Phosphat- 
Dehydrogenase ermittelt. Die Fraktionen mit starkem 
Zellwand- Invert ase-Immunosignal aber geringer In- 
vertaseaktivitat enthalten das in der Kegel hoch- 
reine Inhibitorprotein • 

Methoden zur Gewinnung von Peptidsequenzen der ge- 
reinigten Invertaseinhibitoren 

Das Inhibitorprotein liegt nach dem oben beschrie- 
benen Reinigungsprotokoll ausreichend rein vor, urn 
nach Elektroblot auf eine PMDF-Membran direkt N- 
terminal ansequenziert zu werden, Nach Gewinnung 
von 100-500 fig Inhibitorprotein kann dieses ggf . 
erneut viber SDS-PAGE gereinigt und anschlieSend di- 
rekt im Gel tryptisch verdaut werden. Die Trennung 
der entstehenden Peptide uber reverse phase-HLPC 
und deren anschlieSende Sequenzierung uber Edmann- 
Abbau entspricht Standardverf ahren. Die Kombination 
von N-terminaler Ansequenzierung und der Sequenzie- 
rung der beim tryptischen Verdau erhaltenen Peptide 
fuhrt zu ausreichender Sequenz information fur eine 
auf dem RT- PGR- Verf ahren basierende Clonierung. 

Verf ahren zur Clonierung von zunachst partiellen 
und in der Folge Vollangen-cDNAs fur das jeweilige 
Invertase inhibitorprotein aus einer cDNA-Bank 

Ausgehend von den erhaltenen Peptidsequenzinf orma- 
tionen werden gemalS des genetischen Codes Primerse- 
quenzen abgeleitet. Fur das optimale Primerdesign 
werden Standardalgorithmen benutzt. In einer ande- 
ren Ausfuhrung werden Primer an Hand hochkonser- 
vierter Sequenzbereiche der bereits bekannten In- 
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vertaseinhibitorsequenzen aus Nicotiana tabacum, 
Lycopersicon esculentum, Arabidopsis thaliana und 
Citrus inshui entworf en • 

Zunachst wird eine I.Strang cDNA-Synthese nach 
Standardverf ahren durchgef uhrt . Hierfur wird Ge- 
samt-RNA aus einer Zellsuspensionskultur , bzw. in 
einer anderen Ausfuhrung aus Bluten mit jungen Sa- 
menanlagen nach Standardverf ahren extrahiert . Uber 
RT-PCR wird dann zunachst eine partielle Inverta- 
seinhibitor-cDNA amplif iziert . Das Amplifikat wird 
in einer Ausfuhrung in den Blueskript-Vektor clo- 
niert, Nach Sequenzierung und Bestatigung einer zu 
den bereits bekannten Invertaseinhibitoren homolo- 
gen Sequenz wird diese partielle cDNA als Sonde fur 
die Gewinnung von Vollangenclonen eingesetzt. Hier- 
fur wird nach Standardverf ahren entweder eine cDNA- 
Bank aus einer Zellsuspensionskultur, oder in einer 
anderen Ausfuhrung, eine cDNA-Bank aus Bluten mit 
jungen Samenanlagen angelegt. 

Clonierung der Invertaseinhibitor cDNA in sense - 
bzw. antisense-Orientierung in einen Vektor, z»B, 
einen binaren Vektor 

Die fur jede Pflanzenart clonierte Invertaseinhibi- 
tor-cDNA wird in einer Aus fuhrungs form in den bina- 
ren Vektor BinAR (Binl9 Derivat) (Hofgen und Will- 
mitzer, Plant Sci. 66 (1990), 221-230) cloniert . 
Sowohl fur antisense- wie auch fur sense-Konstrukte 
wird in einer Aus fuhrungs form der CaMV35S-Promotor 
vearwendet, doch konnen gegebenenf alls auch andere, 
z.B. gewebespezif ische Promotoren verwendet werden. 
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Figur 2 zeigt den binaren Vektor (BinAR) zur Agro- 
bakterium tumef aciens-vermittelten Transformation. 
Die codierenden Regionen der Invertaseinhibitor- 
cDNAs werden in sense- oder antisense-Orientierung 
in die ^multiple cloning site' cloniert. 

Transformation der jeweiligen Pf lanzenspezies mit 
den sense- bzw. antisense-Genkonstrukten 

Fur die meisten dicotylen Nutzpflanzen werden In- 
vertaseinhibitor-sense/antisense-Transformanten un- 
ter Einsatz der Agrobakterium tumef aciens- 
vermittelten Transformation (Standardverf ahren) ge- 
wonnen. Es wird demgemaS ein Agrobakterium einge- 
setzt, da es rekombinierte DNA-Molekule enthalt, 
die Invert aseinhibitor-cDNA in antisense oder sen- 
se -Orient ierung aufweisen, d.h. in denen die Inver- 
taseinhibitor cDNA 3 '-warts von einem Promotor und 
funktionell mit diesem verbunden vorliegt. Hierbei 
werden in einer fur viele Pf lanzenarten einsetzba- 
ren Ausf uhrungsf orm Blattstucke transf ormiert , wo- 
bei aus den rekombinanten Zellen auf Antibiotikum- 
haltigen Medium Primartransf ormanten regeneriert 
werden. Die tatsachlich gewahlte Transf ormation- 
stechnik ist abhangig von der Pflanzenart. Durch 
Regeneration einer transf ormierten Pf lanzenzelle 
wird eine transgene Pflanze erhalten. 

Der EinfluS der veranderten Expression eines apo- 
plastischen Invertaseinhibitors in Nicotiana ta- 
bacum wird im foldenden beschrieben: 

Tabak (Nicotiana tabacum) wurde mit der cDNA des 
apoplastischen Tabak- Invertaseinhibitors (Clon Nt- 
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inhl; Greiner et al. , a.a.O. 1998) in sense- und 
antisense-Orientierung transf ormiert (Agrobakterium 
tumefaciens-verraittelte Transformation, BinAR- 
Vektor, CaMV35S-Promotor; Blattscheiben-Trans- 
formation gemaS Standardverf ahren) . Die verwendete 
cDNA wurde aus einer Zellsuspensionskultur von Ta- 
bak gewonnen. Primartransf ormanten vmrden zunachst 
uber Gewebekultur zu Pflanzen regeneriert und an- 
schlieSend im Gewachshaus zur Blflte gebracht. Die 
Samen der PrimSrtransf ormanten wurden auf Kanamy- 
cin-haltigem Medium ausgesat. Nach steriler Voran- 
zucht wurden die Pflanzen der Fl-Generation im Ge- 
wachshaus zur Blute gebracht. Nach Bestaubung wur- 
den in regelmaiSigen Zeitabstanden die Zellwand- 
Invertase-Aktivitaten in den Ovarien bestimmt. 

Die Figur 3 zeigt Zellwand-Invertase-Aktivitaten im 
Ovar von Tabak-Wildtyp (SNN) , einer reprasentativen 
Inhibitor-antisense-Transformante (aslS) und einer 
repasentativen Inhibitor-sense-Transformante (s9) 
im Verlauf der friihen Samenentwicklung (0-14 Tage 
nach Befruchtung) . Die Aktivitaten sind in mmol 
Glucose/g Frischgewicht/min angegeben. 

Die Menge an Invertaseinhibi tor- Protein wurde uber 
Western Blot -Analyse ermittelt. 

Figur 4 zeigt diesbezuglich den Nachweis der selek- 
tiven Reduktion (antisense-Transf ormante) bzw. Zu- 
nahme (sense-Transf ormante) des Invertaseinhibitor- 
Polypeptids in Stamina und Ovar, nachgewiesen mit 
einem gegen den rekombinanten Tabak- 
Invertaseinhibitor gerichteten Antiserum. (Sense- 
Transformante (s9) : 1, Ovar; 2, Stamina. Antisense- 
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Transformante: 3, Ovar; 4, Stamina. Wildtyp (SNN) : 
5, Ovar; 6, Stamina). Es wurden uber Concanavalin 
A- Chromatographic gereinigte Proben aufgetragen, in 
denen nur an Zellwand- Invert ase gebundener Inhibi- 
tor enthalten ist. 

Nach Reifung der Samen wurden deren Trockengewichte 
bestimmt, sowie die Menge an Speicherol und Ge- 
samtprotein. 

Die Messung der Zellwand- Invertase-Aktivitaten wSh- 
rend der fruhen Samenentwicklung (Fig. 3) zeigt zu- 
nachst fur den Wildtyp eine ca. 6-fache Steigerung 
zwischen dem 6. und 12. Tag nach Bestaubung. Dieser 
Zeitraum entspricht der spaten Zellteilungsphase 
und dem Beginn der Speicherphase . Die Western Blot- 
Analyse zeigt, daS im Ovar die Menge an Inverta,- 
seinhibitor-Polypeptid in antisense-Transf ormanten 
stark vermindert, in sense-Transf ormanten hingegen 
stark erhoht ist {Fig.4) . Im Unterschied hierzu 
wirkt sich die veranderte Inhibitorexpression in 
Stamina nur geringfugig aus, vermutlich weil in 
diesem Gewebe mehrere Inhibitor- Isoformen expri- 
miert we r den. 

Die veranderte Aktivitat der Zellwand- Invertase 
wahrend der Samenentwicklung wirkt sich aus auf das 
Trockengewicht/Samen (Tab.l) , den Gehalt an Spei- 
cherol/Samen (Tab. 2) und den Gesamtproteinge- 
halt/Samen (Tab. 3), nicht jedoch auf die Gesamtzahl 
an Samen pro Blute und auch nicht auf die Samengro- 
fie. 
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-Tab . 1 - 

Trockengewichte pro Samen in Tabak-Wildtyp (SNN) , 
in zwei reprasentativen Inhibitor-sense-Trans- 
formanten (s9, slO) und in zwei reprasentativen In- 
hibitor-antisense-Transformanten (asl6, as43) . 



Tabak- 
Linie 


fig Trockenge- 
wicht/Samen 


Prozent vom Wildtyp 
(SNN) 


WT (SNN) 


64 + 2 


100 


s9 


42+2 


66 


slO 


52 + 2 


81 


asl6 


71 + 1 


110 


as43 


86 + 4 


134 



Tab. 2 

Samenol-Gehalte pro Samen in Tabak-Wildtyp (SNN) , 
in zwei reprasentativen Inhibitor- sense -Trans - 
formanten (s9, slO) und in zwei reprasentativen In- 
hibitor-antisense-Transformanten (asl6, as43) . 



Tabak- 
Linie 


fig Gesamtol/Samen 


Prozent vom Wildtyp (SNN) 


WT (SNN) 


23 


100 


s9 


10 


43 


SlO 


16 


69 


asl6 


28 


122 


as43 


39 


170 
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Tab.3 

Gesamtprotein pro Samen in Tabak-Wildtyp (SNN) , in 
zwei reprasentativen inhibitor- sense-Transformanten 
(s9, slO) und in zwei reprasentativen Inhibitor- 
antisense-Transformanten (asl6, as43) . 



Tabak- 
Linie 


/xg Gesaiatpro- 
tein/Sctmen 


Prozent vom Wildtyp (SNN) 


WT (SNN) 


7.4 


100 


s9 


5,5 


74 


SlO 


5.7 


77 


asl6 


7,8 


105 


as43 


9.9 


134 



Die Starke Erhohung des Speicherolgehaltes in zwei 
unabhangigen antisense-Transf ormanten (+22% bzw. 
+70%) korreliert mit Zunahmen an Gesamtprotein und 
Samengewicht, wobei die Zunahme fur Speicherol am 
starksten ausgepragt ist . Bemerkenswerterweise kor- 
reliert die Zunahme der Zellwand-Invertase- 
Aktivitat im Ovar wahrend der Samenentwicklung mit 
der Phase der maximalen Akkumulation von Speicher- 
ol. 

Die gesamte vegetative Entwicklungsphase der Inhi- 
bitor-antisense- und inhibitor-sense-Transf ormanten 
verlauft ohne sichtbaren Phanotyp, mit Ausnahme des 
Keimungsvorganges . Hier zeigt sich zwischen der 
Keimung von Tabak-Wildtyp -Samen und Invert aseinhi- 
bitor-antisense-Samen kein Unterschied, wohingegen 
es bei Samen von invertaseinhibitor-sense-Trans- 
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formanten zu einer signif ikanten Verzogerung der 
Keimung kommt . 

Figur 5 zeigt das Keimungsverhalten von Samen des 
Tabak-Wildtyps (SNN) , von Invertaseinhibi tor- 
ant isense-Transformanten (INHas) und von Inverta- 
seinhibitor-sense-Transformanten. Pro Linie warden 
unter sterilen Bedingungen jeweils 40 Samen auf LS- 
Medium (0.5% Saccharose, pH 5.6) ausgesat . Das Her- 
vortreten der Radicula diente als Kriterium fur die 
Keimung, 

Ein weiteres Anwendungsbeispiel der vorliegenden 
Erfindung ist die Einfuhrung eines Invertaseinhibi- 
tor-antisense-Konstruktes in Raps (Brassica napus) , 
Raps enthalt auf Samenbasis eine dem Tabak ver- 
gleichbare Menge an Speicherol. Das Ergebnis einer 
Invertaseinhibitor-antisense-Transformation ist ei- 
ne Erhohung des Speicherolgehaltes urn mindestens 
20% , ggf. aber urn bis zu 70%. 

Eine weitere Anwendung mit dem gleichen Ziel, nam- 
lich der Erhohung des Speicherol-Gehaltes , ist die 
Transformation der Sonnenblume, oder auch die 
Transformation der Sojabohne, mit einem Inverta- 
seinhibitor-antisense-Konstrukt (Bereitstellung 
transgener olspeichernder Pflanzen dieser Spezies) . 

In einer weiteren Ausf uhrungsf orm wird durch die 
Einbringung von Invertaseinhibitor-antisense- 
Konstrukten in Mais , Reis , Weizen, Haf er , Gerste 
und Roggen die Menge an Samen-Speicherstarke er- 
hoht. Es konnen also transgene Pf lanzenzellen oder 
Pflanzen, die Starke speichern, bereitgestellt wer- 
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den. Fur proteinreiche Samen, z.B. Sojabohne und 
Erbse, wird in einer weiteren Ausf uhrungsf orm durch 
Einfuhrung von invertaseinhibitor-antisense-Kon- 
strukten die Gesamtmenge an Speicherprotein erhoht. 

In einer weiteren Ausf uhrungsf orm wird durch die 
Einfuhrung von invertaseinhibitor-antisense-Kon- 
strukten bzw, durch die daraus result ierende ver- 
besserte Speicherstof f akkutnulation die Keitnfahig- 
keit von Samen einer Nutzpflanze erhoht. 

Die Bereitstellung transgener Pf lanzenzellen oder 
Pflanzen betrifft vorzugsweise Nutzpf lanzen. 
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Anspriiche i 



2 . 



3. 



4. 



5* 
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Transgene Pf lanzenzelle bei der im Vergleich zu 
nicht transformierten Pf lanzenzellen aufgrund 
verminderter Expression von Invertaseinhibito- 
ren eine erhohte Aktivitat der Zellwand- 
Invertase vorliegt, wobei diese verminderte Ex- 
pression durch Einfuhrung einer der gleichen 
Pflanzenart entsprechenden (homologen) und un- 
ter Regulation eines Promotors stehenden Inver- 
taseinhibitor-cDNA in ant isense -Orient ierung 
ausgelost wird, 

Transgene Pf lanzenzelle nach Anspruch 1, wobei 
die erhohte Aktivitat der Zellwand-lnvertase 
eine Steigerung des Assimilattransf ers zwischen 
maternaletn und Samengewebe bewirkt , 

Transgene Pf lanzenzelle nach Anspruch 1 oder 2, 
wobei die Invertaseinhibitor-cDNA eine apopla- 
stische Variante des Invertaseinhibitors co- 
diert . 

Transgene Pf lanzenzelle nach einem der Anspru- 
che 1 bis 3, wobei der Promotor ein CaMV35S- 
Promoter oder ein gewebespezif ischer Promotor 
vergleichbarer oder hoherer Aktivitat ist, 

Transgene Pf lanzenzelle nach einem der Anspru- 
che 1 bis 4, die eine Zelle einer Nutzpflanze 
ist . 
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S. Transgene Pf lanzenzelle nach Anspruch 5, die 
eine Zelle einer olspeichernden Pflanze ist. 

7. Transgene Pf lanzenzelle nach Anspruch 5 oder 6, 
die eine Zelle von Raps, Sojabohne. Sonnenblu- 
me, Olpalme, Calendula officinalis, Coriandrum 
sativum, Cratnbe absyssinica, Cuphea ssp. , Di- 
morphotheca pluvialis. Euphorbia lagascae, 
Euphoria lathyris, Lesquerella grandiflora, 
Limnanthes alba, Linum usitatissimum, Lunaria 
annua, Lunaria biennis, Oenothera ssp., Ricinus 
communis oder Simmondsia chinensis ist. 

8. Transgene Pf lanzenzelle nach Anspruch 5, die 
eine Zelle einer starkespeichernden Pflanze 
ist , 

9 . Transgene Pf lanzenzelle nach Anspruch 5 oder 8 , 
die eine Zelle von Reis, Mais, Roggen, Weizen, 
Haf er oder Gerste ist . 

10. Transgene Pflanze, die durch Regeneration einer 
Pflanzenzelle nach einem der Anspruche 1 bis 9 
gewonnen werden kann. 

11. Transgene Pflanze nach Anspruch 10, die gegen- 
uber der entsprechenden nicht trans formiert en 
Pflanze wahrend der Samenentwicklung mehr Spei- 
cherol. Speicherstarke oder Speicherprotein 
bildet . 
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12 . Verf ahren zur Gewinnung von in einem Vektor 
enthaltenden Invertaseinhibitor-cDNA-Sequenzen 
in sense-Oder antisense-Orientierung, umfassend 
folgende Schritte: 

a) Gewinnung einer Inhibitorproteinf raktion 
aus der Zellwandprotein-Fraktion einer 
Zellsuspensionskultur oder von Bliiten mit 
jungen Samenanlagen, 

b) Gewinnung von entsprechenden Peptidsequen- 
zen nach Spaltung und Reinigung der ent - 
standenen Peptide, 

c) Clonierung von zunachst partieller und in 
der Folge Vollangen-cDNA fiir das Inverta- 
seinhibitorprotein aus einer cDNA-Bank, 
insbesondere aus einer Zellsuspensionskul- 
tur Oder von Bliiten mit jungen Samenanlagen 
und 

d) Clonierung der Invertaseinhibitor-cDNA in 
sense- oder antisense-Orientierung in einen 
Vektor, insbesondere einen binaren Vektor. 

13, Verf ahren zur Herstellung einer transgenen, ei- 
ne deregulierte und die Samenentwicklung for- 
dernde Invertaseaktivitat aufweisenden Pflanze, 
wobei eine Nucleotidsequenz eines Invertasein- 
hibitorgens aus einer cDNA-Bank einer Zellsus- 
pensionskultur Oder von Bluten mit jungen Sa- 
menanlagen einer Pflanze gewonnen wird, eine 
Pflanzenzelle einer Pflanze der gleichen Art 
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oder Sorte aus der die Nucleotidsequenz stammt 
Oder abgeleitet ist mit einem DNA-Konstrukt , 
enthaltend die mit mindestens einer regulatori- 
schen Einheit funktionell verbundene Nucleo- 
tidsequenz eines Invertaseinhibitorgens, trans- 
formiert, kultiviert und eine Pflanze regene- 
riert wird, deren Samen eine gegenuber nicht 
trans formiert en Wildtyppf lanzen erhohte Spei- 
cherstof fmenge aufweisen. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei die regulato- 
rische Einheit ein Promoter ist. 

15. verfahren nach Anspruch 14, wobei der Promoter 
ein konstitutiver oder induzierbarer Promoter 
ist . 

16. verfahren nach Anspruch 15 , wobei der Promoter 
der 3 5SCaMV Promoter eder der Ubiquitin- oder 
Zein-Promotor aus Mais ist. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 16, 
wobei die Nucleotidsequenz eines Invertaseinhi- 
bitorgens eine cDNA, eine damit hybridisierende 
Nucleotidsequenz oder ein Fragment, einer der 
beiden ist . 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 17, 
wobei der Invertaseinhibitor ein apeplastischer 
Invertaseinhibitor ist . 
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19. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 18, 
wobei die Nucleotidsequenz eines Invertaseinhi- 
bitorgens sense- oder antisense-Orientierung zu 
dem Promotor aufweist. 

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 19, 
wobei das DNA-Konstrukt weitere regulatorische 
Einheiten, insbesondere ein Transcript ionster- 
minationssignal , aufweist . 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 20, 
wobei das Transcriptionsterminationssignal aus 
dem NOS-Gen von Agrobakterium tumefaciens 
stammt . 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 21, 
wobei die Pf lanzenzelle eine Zelle einer dico- 
tylen oder monocotylen Pflanze ist , 

23. Verfahren nach Anspruch 22, wobei die Pf lanzen- 
zelle eine Zelle von Raps, Sonnenblumen, Erd- 
nufi, Sojabohne, Olpalme, Reis, Mais, Weizen, 
Gerste, Hafer, Roggen, Erbse, Calendula offi- 
cinalis, Coriandrum sativum, Crambe abyssinica, 
Cuphea ssp., Dimorphotheca pluvialis. Euphorbia 
lagascae, Euphorbia lathyris, Lesquerella gran- 
diflora, Limnanthes alba, Linum usitatissimum, 
Lunaria annua, Lunaria biennis, Oenothera ssp., 
Ricinus communis oder Simmondosia chinesis ist. 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 23, 
wobei das DNA-Konstrukt in einem Vektor, insbe- 
sondere einem Plasmid oder Virus, vorliegt. 
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25. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 24, 
wobei die Transformation der Pf lanzenzelle mit- 
tels Agrobakterium tumefaciens, biolistischer 
verfahren, mittels elektrisch oder chemisch in- 
duzierter DNA Aufnahme, Elekroporation, Makro- 
injektion, Mikroinjektion oder PEG-vermittelter 
Transformation durchgefuhrt wird. 

26. Transgene Pf lanze, herstellbar nach einem der 
Verfahren der Anspruche 13 bis 25 sowie ein 
Teil davon. 

27. Vermehrungs- und Erntematerial einer Pf lanze 
nach Anspruch 26. 



28 



vermehrungs- und Erntematerial nach Anspruch 
27, das Frucht, Samen, Samenschale, Embryo, 
Samling. Kallus, Zellkultur, Stengel, Blatt 



29 



Oder Wurzel ist, 



30 



Verwendung einer funktionell mit mindestens ei- 
ner regulatorischen Einheit verbundenen Nucleo- 
tidsequenz eines Invertaseinhibitorgens zur 
Transformation und Herstellung von transgenen 
Pflanzen, die als Folge der Transformation eine 
modifizierte Samenentwicklung aufweisen. 

verwendung nach Anspruch 29, wobei die modifi- 
zierte Samenentwicklung eine Samenentwicklung 
ist, gemaS der die Samen der transgenen Pf lanze 
eine gegenuber Samen einer nicht transformier- 
ten Wildtyppf lanze eine erhohte Speicherstof f - 
menge aufweisen. 
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31. Verwendung nach einem der Anspruche 29 oder 30 
wobei die Nucleotidsequenz aus einer cDNA-Bank 
einer Zellsuspensionskultur oder aus Bluten mit 
jungen Samenanlagen der zu transf ormierenden 
Pflanzenart oder -sorte statnmt oder davon abge- 
leitet ist, 

32, Verwendung nach einem der Anspruche 29 bis 31, 
wobei die Nucleotidsequenz in antisense- 
Orientierung zu der mindestens einen regulato- 
rischen Einheit, insbesondere dem Promoter, 
vorliegt . 
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